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Summary: Large amounts of two mycotoxins， nivalenol and fusarenon-X were 
produced from Fusarium graminearum F-1465 cultured on pressed barley. The centrifugal 
partition chromatography (CPC) using two-phase solvent systems n-butanol-water and 
chloroform-methanol-water could be applied to a preparative purification of nivalenol and 
fusarenon-X. Starting from the Fusarium grown on 1kg of pressed barley substrate， 0.34g 
of nivalenol and 0.78g of fusarenon-X were obtained by recrystallization of CPC fraction 
from hot methanol. Fusarenon【Xwas converted to nivalenol by alkaline hydrolysis giving 
to 0.55g of crystalline nivalenol. 
A new metabolite of nivalenol was detected in the feces of rats when nivalenol was 
administered orally. The new metaboite was identified as 3，4丸15-tetrahydroxytrichothec-9，
12-dienふone，or deepoxynivalenol， on the basis of mass spectrometry and lH and 13C 
nu:clear magnetic resonance spectroscopy. 
In repeated oral administration， the deepoxy metabolite was detected in feces at 80% 
and in urine at 1% of total dose， and the parent compound was detected in feces at 7% and 
in urine at 1%， respectively 
Index Terms 
trichothecene mycotoxin， nivalenol， deepoxynivalenol 
緒 4呈吾白
ピ Fusariumnivaleの培養物から分離精製されたマイ
コトキシンの一種である. Fig. 1に示すように 12，13-
ニバレノーノレ(12，13-epoxy-3，47，15-tetrahydroxy. 位のエポキシ環を有するトリコテセン骨格をもつことか
trichotec-g-en-8-one)は辰野ら
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ンパーライト XAD-2樹脂 (Rohm& Haas， USA)はメ
タノーノレで洗浄後，水洗し，それぞれ使用した.DEAE-





押し麦 500gを水に 1時間浸漬後，水きりして 11容
のピーカーに移し，表面が浸る程度に蒸留水を加えて
1200Cで1時間オートクレーブにて滅菌した.底に網を敷
いたステンレス皿 (30x 30 cm)に，約 400Cまで放冷した











た. これを予めシリカゲノレ 100gを湿式充填した直径 5
cmのガラスカラムに積層充填して，クロロホノレムメタ
ノーノレ (3:2，v/v)1 1で溶出した.溶出液を濃縮乾固
し， n ブタノーノレ水系の 2相液(上層 300ml，下層 200




含む 1-5 1の画分とフザレノン Xを含む 5-15 1の画
分に分けた.
ニパレノーノレ画分を濃縮乾国後，!1ロロホルムメタノ






































さらにDEAEーセファデ γ クスA-25カラム(1.2X 15 












メチノレシリルイミダゾーノレー酢酸エチfレ(0.2: 1 : 9)混
液 0.5ml加え室温で 15分間反応させ，トリメチルシリノレ
(TMS)誘導体とした.反応液にヘキサン 2ml加え，この
ヘキサン層を水洗したのち， 0.5 mlに濃縮してガス Pロ
マトグラフィー (GC，5890A .'Ni-ECD， Hewlett Pack. 
(2)薄層クロマトグラフィー (TLC)による定性分析:
シリカゲルプレート (HPTLC，250μm， 10 X 10cm， E. 
Merck社製〉に培養物，尿および糞の抽出液をスポット
し t1ロロホノレムーメタノーノレ (7:1， v/v)で展開した.
ニパレノールおよびフザレノンーXの検出は，塩化アルミ




(GC-MS) およびマススベクトロメトリー (MS) 
TMS誘導体化したニパレノールおよび代謝物のヘキサ
γ溶液 1μlを2%OV-1充填カラム〔ガスクロム Q60/ 
80メッシュ， 3mm i.d. X2m)を付けた GC/MS6020 
〈島津製作所製，京都〕に注入し，マススベFトルを測
定した.カラムオープン温度は 190'C，イオン源温度は
















Table 1. Comparison of partition co巴fici巴nts of 





CHCl，.MeOH.H20 3.26 0.266 
(65: 65 : 40) 
n-BuOH.H20 0.660 2.59 
(satd) 
EtOAc.H20 0.0794 1.94 
(satd) 
ard社製， USA)で微量定量分析(検出下限は 10pg)を .) partition coe丘icient，K (upper!lower) was measured at 
おとなった 25'C
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媒系での分配係数を測定した結果 2つのトキシンの分 2. ニバレノーノレ投与ラットの排i世物中の主代謝物の
配係数から CPCをおこなうのに，クロロホノレムメタノ 精製と構造決定
ーノレー水系と nーブタノーノレー水系が適していることが明 ニバレノーノレを5匹のラットに反復経口投与し，総量
かになった (Table1).そこで，粗精製物 24gをCPC で 100mg投与した.集めた糞約 1kgをアセトニトリル拍
LLI型機で分離し，その後， CPC-L型機で再Pロマトグ 出，酢酸エチノレ水分配，アンパーライト XAD-2および
ラフィーをおこなった.254nmの吸光度でモニターした DEAEーセファデッ FスA-25カラムクロマトグラフィ
ニパレノーノレとフザレノン-XのCPC-L型機での溶出 ー，高速液体タロマトグラフィーの精製ステップを経て
プロフィーノレを Fig.2に示した.ニパレノーノレは不純物 20 mgの代謝物結晶を得た.これを標準品として以下の定
との分離が不完全であるためクロマトグラム上のピーク 量分析に供した.この物質は，高速液体Fロラトグラム
の部分 (450-650mI)だけを回収し濃縮後，熱メタノーノレ (Fig. 3) およびTMS誘導体のガスクロマトグラム
から再結品してニパレノーノレを 0.34g (純度 100%)得 (Fig. 4)上で単一のピークを示し，その保持時間 (Rt)
た.フザレノン Xの分離は良好であり， 450-720 mlの部 から，ニパレノーノレよりやや疎水性が大きく，同程度の
分を回収して濃縮乾囲すると， 0.78 gのフザレノン X 分子量であると推察された.また， TLC上でもシングル
が得られた(純度 77%).このフザレノンーXを加水分解 スポットであり， Rf値が 0.26であり，ニパレノーノレの
して再結晶すると 0.55g (純度 100%)のニパレノーノレ 0.27と近接していた. TLC上での呈色反応では塩化ア
が得られた. Table 2に精製過程でのトキシンの収率を ノレミニウムを噴霧後加熱すると C-8位カノレボニルの存
示した.押し麦 1kgに Fusariumgraminearum F -1465 在を示す青色の蛍光(励起光目 365nm)を発し，!1ロモト
を植菌，培養後， トキシンを抽出，精製，さらにフザレ ロプ酸を噴霧し，加熱すると C-6位のオキ、ンエチノレ基の
ノン Xの加水分解によって得られたニパレノーノレを合 存在を示す紫色のスポットを示したが 4ー(P ニトロ
わせて，最終的に 0.89gのニバレノーノレを純化すること ベンジノレ〉ピリジンとは反応せずC-12， 13位のエポキシ
ができた. 環の存在は否定された.従って，この代謝物質はC-8位
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Fig. 2. CPC profiles of nivalenol (A) and fusar巴non-X (B) fractions extract巴dfrom 
Fusarium graminearum cultured on pressed barl巴ymonitoring absorbance at 
254 nm. Elution was carried out with chloroform.m巴thanol.water(65: 65 : 40， 
v/v) using CPC-L. Operation conditions were describ巴din the t巴xt.
(329) ニパレノール(マイコトキシン〕の代謝と毒性機構に関する研究
Table. 2. Recovery of nivalenol and fusarenon-X in each step of isolation 
procedure of toxins 































5. Hydrolysis of fusarenon-X 
Procedure step 
0.89* 
nd: not determined 
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Fig. 4. Gas chromatogram of trimethylsilyl deriv-
ative of a new metabolit巴 (atretention 
time of 5.7 min) purified from rat feces 
Arrow represents position of nivalenol. GC 
conditions : column， HP-17 (25 m x 0.2 mm 
i. d.， 0.17μcolumn h巴adpressure， 150 
KPa; split ratio， 1 : 60 ; injection tempera-
ture， 2400C ; det巴ctortemperature， 3000C ; 
column oven temperatur巴， hold at 1500C (1 
min)， programmed 150-270oC at 30oC/min 












Fig. 3. High p巴rformanceliquid chromatogram of 
an巴wm巴tabolite(at retention time of 4.7 
min) purified from rat feces. This peak 
area is equivalent to 1，ug of the metabolite. 
Arrow repres巴ntsposition of nivalenol. 
HPLC conditions: column， Lichrosphere 
RP-18 (25cm x 4.6mm i. d.， 7μ); mobile 





















Fig. 5. Mass spectra of nivalenol and its new m巴tabolite(deepoxynivalenoJ) at 30 eV 
ionization voltage by direct insertion m巴thod.
のカノレボニノレ基と C-6位のオキシエチノレ基は保持して ンによるものである.C-2位と C-14位のプロトンはニ
おり C-12，13位のエポキシ環を持たないが，ニパレノー パレノーノレと比較して低磁場へのシフトが見られる.13C 
ノレとは類似構造をしていることが定性的に推定された NMRスベクトノレでも C-12，C-13位のシグナノレが低磁
この代謝物とニバレノーノレのマススベクトノレを Fig.5 場へ大きくシフトしている. Fig.6に'Hおよび13Cのス
に示した.それぞれの分子イオンピークは， m/z296(計 ピン結合の様子を示した.このシフト相関から Table3， 
算値:C'5HzoO，=296. 1260)とm/z312 (計算値:C15 4に示したシグナノレの帰属が完全であることが確認でき
HZ007 = 312.1209)であり，同一パターンのフラグメンテ た.これらの結果から，この物質は Fig.7に示した化学
ーションがみられた.代謝物のピークマッチング法によ 構造を有する脱エポキシニパレノーノレ，すなわち， 3， 4， 
る精密マススベクトノレにおいて 296.1265(ニバレノーノレ 7， 15-t巴trahydroxytrichothec-9，12-dien-8-oneである
は312.1212)の分子イオンピークが観測された.また， と決定した.
この物質の TMS誘導体の GC-MSでも， EI-<ススベク 本研究において，ニパレノーノレの代謝物の精製と構造
トノレ上で m/z584(計算値:Cz7H5ZO，Si.=584.28)， CI 決定のため 5匹のラットに総量で 100mgのニパレノール
マススベクトル上で m/z585 (計算値目 Cz7H530，Si.= を経口的に反復投与したものであるが，ニパレノーノレと
585.29)に， TMS基が 4つ結合した TMS誘導体の分子 その代謝物脱エポキシニパレノーノレの糞，尿中への排i世
イオンピーグが観測された. 比をみると，脱エポキシニパレノーノレとして投与量の 80
以上より，この代謝物の元素組成は C15H叩 0" 分子量 %が糞中に， 1 %が尿中排准された.他方，未変化体の





NMRスベクトノレを， Table 4に13CNMRスベクトノレの トリコテセン系マイコトキシンを産生する Fusarium
シグナノレとその帰属を示した.この物質の'HNMRスベ 属菌の培養方法については，これまでに液体培地l叩 0)や，
F トノレで a5.17と4.92のシグナノレはC-13位のプロト 図形培地21)-24)を用いた方法が種々報告されている.固形
ニパレノーノレ〔マイコトキシン〉の代謝と毒性機構に関する研究
Table 3. 'H NMR chemical shift assignments and coupling 
constants for nivalenol and its new metabolite， 
deepoxynivalenol 
Protan 'H chemical shfts， .o (coupling constants， J) 
Position Nivalenol Deepoxynivalenol 
2 3.53 くん， .=5.0) 4.16 C!2， .=4.8) 
3 4.16 (ん 2=5.0;1"4=5.0; 3.85仇 2=4.8;ん，=3.2)
λ，oH=4.0) 
30H 4.48 
4 4.55 C!" .=5.0，ムOHニ3.5) 4.54仏，戸3.2)
40H 3.85 
7 4.82 C!" OH二 2.7) 4.59b 
10 6.57σ川 11=6.0; 6.54 Cho， 11=6.0; 
λ0，16=1.5) λ。， 16ニ1.5)
11 4.72 C!11， 10=6.0) 4.75 C!11， 10=6.0) 
13 2.93 C!AB=4.5) 5.17 くん=1.0)
2.90 4.92 
14 1. 08 (s)' 1. 36 (s)' 




16 1. 79 C!16， 10=1.5; 1. 78σ~6J 10=1.5; 
16， 1 = 1. 0) 16， 10 = 1. 0) 
a ppm from tetramethy lsilane. b coupling could not be detected 
because of the contamination of trac巴 sa1ts. 'singlet signal目
Table 4. 13C NMR chemical shifts assignments for 
nivalenol and its new metabolite， deepoxy-
nivalenol 
Carbon 13C chemical shifts'， o 
No. Nivalenol Deepoxynival巴nol
2 81.19 81.44 
3 81.13 81目51
4 81.03 80.96 
5 45.14 53.92 
6 50.20 54.48 
7 74.93 74.86 
8 200.65 201.27 
9 135.79 135.53 
10 139.65 140.09 
1 70.25 70.04 
12 65.65 154.10 
13 、45.70 107.92 
14 8.24 12.77 
15 61.63 61.46 
16 15.23 15.30 
a ppm from teramethylsi1ane 
(331) 
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13c ~舵R
lJ 
2do 160 1do 
Fig. 6. Counter plot of the 'H/13C correlation spectrum of deepoxynivalenol目
'H and 13C NMR spectra were measured in acetone-d， at400 and 100 
MHz， respectiv巴ly.
DEEPOXYNIVALENOL 
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の簡便さ，培養期間等に問題があった.今回，著者は合 ノン-xの分配係数を測定し (Table1)， CPCでのトキ





された Fusariumgraminearum菌株はデオキシニパレ た n ブタノーノレー水系で、の予備精製ではトキシンは約
ノーノレおよび3ーアセチノレデオキシニパレノーノレ産生型 7倍純化され，クロロホノレムメタノーノレー水系で、の CPC
とニパレノーノレおよびフザレノン X産生型に分類され でさらに 5倍純化され，再結品の操作だけで純粋なニパ








































ていることを示している. Fig. 6に示した 2次元 NMR
スベクトノレにおいて， 'Hと13Cの良好なシフト相関がみ









































ると，投与量の 80%が糞中に， 1 %が尿中に脱エポキシ
ニパレノーノレとして排i世された.他方，未変化体のニパ















本論文の要旨の一部は Ilnd COLLOQUIUM ON 
CENTRIFUGAL PARTITION CHROMATO 
GRAPHY (KYOTO， 1988)において発表した.
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